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＜背景と目的＞  
Breast Cancer gene 1 (BRCA1) は家族性乳癌の原因遺伝子として同定された癌抑
制遺伝子で、その生殖細胞系列変異によって、乳癌、卵巣癌を引き起こす。一方、散
発性癌ではほとんど変異は検出されないが、BRCA1 遺伝子のメチル化や、BRCA1 の
発現量の減少がみられ、BRCA1 が散発性癌の発症にも関与することが示唆されている。 
BRCA1 は、BARD1 (BRCA1-associated RING domain 1) とヘテロ二量体を形成し、
DNA 修復、中心体制御、転写制御などの様々な機構に関与する。BRCA1 と BARD1
は共に N 末端に RING ドメイン、C 末端に 2 つの BRCT ドメインを持ちそれぞれの
RING ドメインを介して二量体を形成し、ユビキチンリガーゼ活性を示す。 
BRCA1 の腫瘍由来の点突然変異で、BARD1 との結合能が消失することから、BARD1
は BRCA1 の癌抑制能の制御に重要であると考えられる。また、BARD1 の C 末端の
BRCT ドメインとその周辺にも、いくつかのミスセンス変異が乳癌や卵巣癌で報告さ
れている。 
そこで本研究グループは、BRCA1 の癌抑制能を明らかにするため、プロテオミクス
解析により BARD1 の BRCT ドメインを含めた C 末端に結合する新規タンパク質を同
定し、その機能を解析した。 
 
＜結果＞ 
1. BARD1 の C 末端に結合する新規タンパク質の同定  
まず、FLAG タグを付加した BARD1 の C 末端の発現を、テトラサイクリンにより
誘導できる 293 細胞株を樹立した。この細胞を大量培養し、テトラサイクリン処理後
に細胞抽出液を調整し、抗 FLAG 抗体で免疫沈降した。共沈したタンパク質を質量分
析により解析し、BARD1 に結合する新規タンパク質として Obg-like ATPase 1 
（OLA1）を同定した。OLA1 と BARD1 の C 末端との結合について、免疫沈降と精製
タンパク質を用いた pull-down アッセイにより解析したところ、OLA1 は BARD1 の C
末端と直接結合することが明らかになった。  
 
2. OLA1 は、BRCA1 に直接結合し、BRCA1 依存性に中心体に局在する。 
OLA1 の細胞内での局在を、HeLa 細胞を抗 OLA1 抗体で免疫染色して解析した結
果、OLA1 は間期において細胞質と中心体、分裂期において紡錘体極に局在すること
が明らかになった。また、ショ糖密度勾配遠心法を用いてタンパク質を分画すると、
OLA1 は中心体画分に存在していた。 
BRCA1 も中心体と紡錘体極に局在することが既に報告されている。そこで、OLA1
と BRCA1 の結合について解析した。免疫沈降と pull-down アッセイにより、OLA1
は BRCA1 の N 末端と直接結合し、中間部の領域と C 末端とは相互作用していた。 
BRCA1 の N 末端は BARD1 の N 末端と直接結合するため、OLA1 と BRCA1 の N
末端の結合がこの結合と競合するのかどうかを検討した。OLA1、BRCA1 の N 末端、
BARD1 の N 末端の結合を免疫沈降により解析すると、OLA1 は、BRCA1 の N 末端
を介して、BARD1 の N 末端と相互作用し、三者は複合体を形成していた。  
次に OLA1 と BRCA1 の中心体での局在の依存性について解析した。siRNA で
BRCA1 を発現抑制し、OLA1 の中心体での局在を解析すると、コントロールの siRNA
を導入した場合と比較して OLA1 の中心体への局在が有意に減少していた。一方、
BRCA1 の中心体への局在は、OLA1 を発現抑制しても変化が見られなかった。 
 
 
3. OLA1 は、-tubulin に直接結合し、中心体制御に関与する。 
BRCA1 の発現抑制により、中心体数が増加し、中心体依存性の微小管重合が促進す
ることが既に報告されている。そこで、OLA1 を発現抑制して、中心体数や中心体依
存性の微小管重合について解析した。すると、BRCA1 の発現抑制と同様に、中心体数
の増加と中心体依存性の微小管重合の促進がみられた。また、OLA1 と BRCA1 の同時
発現抑制で、中心体数の増加における相乗効果は見られなかった。  
BRCA1 の中間部の領域が中心体の主要構成要素である-tubulin と直接結合するこ
とが既に報告されている。そこで、-tubulin と OLA1 の結合について解析した。免疫
沈降と pull-down アッセイにより、OLA1 と-tubulin は直接結合することが明らかに
なった。 
また、BARD1 の発現量は BRCA1 の発現量に依存することが既に知られているが、
OLA1 や-tubulin の発現量も BRCA1 の発現によって増加した。また、その作用は
BRCA1 の N 末端に依存していた。BRCA1 の N 末端は-tubulin と直接結合しないが、
OLA1 を介して結合することが、pull-down アッセイにより明らかになった。これらの
ことから、OLA1 は BRCA1、BARD1、-tubulin と直接結合し、複合体を形成してい
ることが示唆された。  
 
4. 乳癌細胞株由来の OLA1 変異体は、BRCA1 との直接結合能を消失し、中心体制御
に異常を来たす。 
乳癌細胞株 HCC1008 に、OLA1 の homozygous な変異として E168Q が既に報告さ
れている。FLAG タグを付加した野生型の OLA1 と OLA1-E168Q 変異体を細胞に発
現させ、抗 FLAG 抗体で免疫沈降を行うと、野生型の OLA1 は内在性の BRCA1、
BARD1、-tubulin と相互作用していたが、OLA1-E168Q はいずれとも相互作用がみ
られないか、著しく減少していた。さらに、pull-down アッセイにより、OLA1-E168Q
と、BRCA1 の N 末端、BARD1 の C 末端、-tubulin との結合を解析したところ、BARD1
の C 末端と-tubulin との直接結合は保たれていたが、BRCA1 の N 末端との直接結合
が消失していた。さらに OLA1 を発現抑制した細胞に野生型 OLA と OLA1-E168Q を
発現させ、中心体数の増加について検討したところ、野生型 OLA 1 の導入では、発現
抑制による中心体数の増加をレスキューしたが、OLA1-E168Q ではレスキュー出来な
かった。 
 
＜まとめと考察＞  
本研究では、BARD1 の C 末端に結合する分子として、OLA1 を同定した。OLA1
は、BRCA1 依存性に中心体に局在し、BRCA1、BARD1、-tubulin すべてと直接結
合し、これらと複合体を形成して中心体制御に関与することが示唆された。BRCA1 の
発現抑制と同様、OLA1 の発現抑制でも中心体数の増加と中心体依存性の微小管重合
の促進が見られ、BRCA1 と同経路で中心体制御に関与することが示唆された。また、
乳癌細胞株由来の OLA1-E168Q 変異体は BRCA1 の N 末端との直接結合能が消失し、
複合体形成が異常になることで中心体制御に障害を引き起こすことが示唆された。 
BRCA1 と BARD1 が-tubulin をモノユビキチン化し、中心体を制御することが既
に知られている。OLA1 が BRCA1 と同経路で中心体制御に関与することが示唆された
ことから、OLA1 もまた、-tubulin のモノユビキチン化に関与している可能性がある
と考えられる。 
OLA1 の点突然変異 E168Q は、乳癌細胞株で同定された homozygous な変異で、
OLA1 もまた家族性乳癌の原因遺伝子である可能性があると考えられる。また、個体
レベルでの癌抑制能についても解析する必要がる。今後さらに、OLA1 の機能を細胞
生物学的に解析することに加えて、これらの解析を行うことにより、OLA1 の機能異
常と発癌との関連が明らかになっていくと考えられる。  
